(12) NACH DEM VERTRAG ObER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum 
Internationales Btiro 

(43) Internationales Verdffentlichungsdatum 
25. Juli 2002 (25.07.2002) 




PCT 



(10) Internationale VerdfTentlichungsnummer 

wo 02/057753 A2 



(51) Internationale Patentklassifikation^: 

33/487 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



COIN 21/35, 



PCT/EP02/00589 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

22. Januar 2002 (22.01.2002) 



(25) Einreichungssprache: 



(26) VerOffentlichungssprache: 



Deutsch 



Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

101 02 743.5 22. Januar 2001 (22.01.2001) DE 

(71) Anmelder und 

(72) Erfinder: WOLF, Andreas [DEfDE]; Im Herstel 19, 
55218 Ingelheim (DE). MASUCH, Ralf [DEA)E]; Schus- 
terstrasse 31, 79098 Freiburg (DE). SEIDEL, Robert 
[DE/DE]; Hauriweg 14, 79110 Freiburg (DE). 

(74) Anwalt: PERREY, Ralf; Mtiller-Bor6 & Partner, Grafin- 
ger Strasse 2, 81671 MUnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, H, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK. LR, LS. LT, LU, LV, MA. MD, MG. MK, 
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, 
SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, 
US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(S4) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT. LU. MC. NL, PT. SE, TR), 
OAPI-Patent (BF, BJ. CF. CG, CI, CM, GA. GN, GQ. GW, 
ML, MR, NE, SN, TD. TG). 

VeraHentHcht: 

— ohm intemationalen Recherchenbericht und erneut zu 
verdffentlichen nach Erhalt des Benefits 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen C^Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations*) am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



^ (54) Title: RAPID TEST FOR BIOLOGICAL SUBSTANCES USING FITR 

(54) Bezeichnung: SCHNELLTEST FOR BIOLOGISCHE SUBSTANZEN MTTTELS FTIR 

t*^ (57) Abstract: The invention relates to a method for determining the state of a biological liquid by recording the IR spectrum of a 
U[) sample of the biological liquid. This enables the biological liquid to be examined in its true form. The inventive method can be used, 
for example, for detecting pathological states in organisms. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer biologischen FlUs- 
Q sigkeit mit Hilfe der Aufnahme des IR-Spektrums einer Probe der biologischen Fliissigkeit Hierbei kann die biologische FlUssigkeit 
in ihrer nativen Form untersucht werden. Das erfindungsgemMfie Verfahren ist beispielsweise zum Nachweis krankhafter ZustSnde 
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Schnelltest fur biologische Substanzen mlttels FTIR 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Zustands 
einer biologischen FIQssigkeit mit Hilfe der Aufnahme des IR-Spektrums einer 
Probe der biologischen FIUssigl<eit. Hierbei kann die biologische Flussigkeit in 
ihrer natlven Fomi untersucht werden. Das erfindungsgemSile Verfahren ist 
beispieisweise zum Nachweis krankhafter ZustSnde in Organismen venA/endbar. 

Verschiedene Krankheiten kOnnen derzeit mit einer ausreichend hohen Sicherheit 
nur mit aufwendigen Tests nachgewiesen werden, die zudem einen hohen 
Zeitaufwand erfordem. So mu(i beim IVIyokardinfarkt (Herzinfarkt) in kQrzester Zeit 
eine Diagnose gesteilt werden kdnnen. Es kommt zur pidtzlich auftretenden 
Myokardnekrose, d.h. dem Untergang eines umschriebenen Herzmuskelbezirks, 
die durch Anstieg spezifischer Enzyme (CK Isoenzym, CPK, halbspezifische 
Enzyme, LDIH (alpha-hpdh)) sp§testens einen Tag nach dem Infarkt diagnostiziert 
werden kann. In vielen Fallen kdnnen jedoch insbesondere kleine Myokardinfarkte 
schwer diagnostiziert werden, sodal^ die notwendige Behandlung ausbleibt und es 
spater zu einem schweren Myokardinfarkt kommt. Bei rechtzeitiger und 
zuverldssiger Diagnose kdnnte dies vemiieden werden. DarOber hinaus ist es 
bisher bei einigen Krankheiten nur mfiglich, ein zuveriSssiges Ergebnis zur 
erhalten, wenn der Test post mortem durchgefdhrt wird. 

Beispieisweise konnen zuverlassige Tests zum Nachweis von 
Prionenerkrankungen, z.B. zur Erkennung von BSE (bovine spongiforme 
Enzephalopathie) Oder des Creutzfeld-Jacob-Syndroms, nur am toten Tier bzw. 
Menschen, insbesondere durch mikroskopische Untersuchung von Himschnltten 
Oder durch aulwendige histochemische Antikdrpertests, durchgefDhrt werden. 
Daher sind zuverlassige Ergebnisse zur Ausbreitung der Erreger erst nach 
Ausbmch der Krankheit erhSltllch. DarQber hinaus sind diese Tests zeitaufwendig 
und erfordern einen hohen Aufwand an hochqualifiziertem Personal und sind 
damit sehr kostspielig. 
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Es besteht daher ein dringender Bedarf nach zuveriSssigen Tests bei den 
vorstehend genannten Krankheiten, insbesondere Prionenkrankheiten, sowie bei 
einer Vielzahl von klinlsch relevanten Anderungen der KdrperzustSnde, die in 
einfaclier Weise am lebenden Organismus ohne lebensbedroliliche Eingriffe fQr 
das Tier oder den l\/lenschen zur Entnalime der zu analysierenden Proben 
durchgefOhrt werden k&nnen. 

In EP-A-0 644 412 wird eIn Verfaliren zur Analyse kliniscli relevanter 
ProbenflOssigkeiten und Suspensionen offenbart, welciies die Aufnalime von 
Infrarotspektren getrockneter Proben der zu untersuchenden FlUssigkeiten bzw. 
Suspensionen und deren Auswertung unter Verwendung von 
Multiparameterauswertungsverfahren umfa&t. In dem Auswertungsverfahren 
wenden die zu analysierenden Proben Klassen zugeordnet. Das 
Auswertungsverfahren wird mit Proben, die bekannten Klassen entsprechen, 
aufbereitet, um die Parameter des Bewertungsverfahrens derart anzupassen, daU 
Proben unbekannter Klassifikation den Klassen zugeordnet werden konnen. 
Insbesondere werden die Infrarotspektren gemaii EP-A-0 644 412 an einem 
getrockneten Film der Probe gemessen. 

Dieses spektroskopische Verfahren weist jedoch den Inh3renten Nachteil auf, da& 
die Proben zur Messung getrocknet werden mOssen, weshalb die Spektren von 
nicht-nativen, inhomogenen Proben aufgenommen werden. Dies erfordert daher 
zusatzliche Verfahrensschritte bei der Probenvorbereitung, die eine hdheren 
Zeitaufwand mit sich bringen sowie eine Automatisierung des Verfahrens 
erheblich erschweren, und es gehen Infomiationen, die nur im nativen Zustand 
der Probe zuganglich sind, verloren. Dariiber hinaus zeichnet sich dieses 
Verfahren durch eine hohe Zuordnungsfehlerquote aus. Insbesondere bei 
epidemiologisch signifikanten krankhaften Zustanden wie BSE ist jedoch die 
zuverlassige Zuonjnung zu einem positiven oder negativen Befund entscheidend. 
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Somit liegt der vorllegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein neues System 
zur Bestimmung des Zustands von biologischen FIQssigkeiten, beispielsweise von 
KdrperflQssigkeiten in Organismen, bereitzustellen, welches beispielsweise zum 
Nachweis l<ranl(liafter ZustSnde bei lebenden Tieren Oder l\/lensclien geeignet ist, 
und welciies die Naciiteile von bel<annten IR-Verfahren vemneidet. Bedingt durcli 
das groBe Probenaufl<ommen, insbesondere in der l<linisciien Diagnostil<, ist 
erfindungsgemali die Bereitstellung eines Verfaiirens erforderiich, welches einen 
hohen Probendurchsatz mit guter Reproduzierbarkeit enndglicht. 

Diese Aufgabe wird durch die in den AnsprQchen gekennzeichneten 
AusfDhrungsfomnen der vorllegenden Erfindung geldst. 

Insbesondere wird erfindungsgemaii ein Verfahren zur Bestimmung des 
Zustandes einer biologischen FIQssigkeit bereitgestellt, wobei das Verfahren die 
Schritte 

(a) Bereitsteilen einer Mehrzahl nativer Proben der biologischen FIQssigkeit, 
bei denen Jewells der Zustand der biologischen FIQssigkeit bekannt ist, 

(b) Messen der IR-(lnfrarot-)Spektren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem 
Multiparameteranalyseverfahren und AuswShien von 
Zuordnungsparametem, die eine zuverldssige Zuordnung der Proben zu 
den bekannten Zustdnden gewdhrieisten, 

(d) Speichem der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter, 

(e) Bereitsteilen einer nativen Probe einer biologischen FIQssigkeit, deren 
Zustand unbekannt ist, 

(f) IVIessen mindestens eines IR-Spektmms der nativen Probe von Schritt (e), 

(g) Untenwerfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multlparameteranalyse 
und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des IR-Spektrums der unbekannten 
Probe mit den im Schritt (d) gespeicherten Zustandsparametem der IR- 
Spektren der bekannten Proben, 
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wobei das Messen der IR-Spektren in den Schritten (b) und (f) mit Hiife einer 
MeHzelle durchgefUhrt wird, die eine Schiciitdicke von nicht mehr als 30 ym 
aulweist, umfa&t. 



Der Begrlff "biologische FIQssigkeit" umfaBt samtliclie FIQssigkeiten in denen 
biologisch relavante Substanzen vorliegen. Vorzugsweise wird das 
erfmdungsgemSlie Verfahren an KdrperflUssigkeiten von Organlsmen 
durchgefQhrt. Beispiele solcher KdrperflQssigkeiten sind Blut, Blutplasma, 
Blutserum, HSmolysat, Liquor, Urin, LympliflQssigkeit, SynovialflQssigkeit, 
Speichel, Sperma, Fruchtwasser, TranenflUssigkeit, ZystenflQssigkeit, 
Scliwei&drQsensekret und GallenflUssigkeit . Des weiteren umfaUt der Begriff 
"biologische FIQssigkeit" auch Suspensionen von Kulturzellen, Bakterien und Viren 
sowie l\/IedienUberst3nde und Lysate, welche aus Kulturen der vorstehend 
genannten Zellen, Bakterien bzw. Viren gewonrien werden. Ourch Anwendung 
des erfindungsgemdHen Verfahrens auf die vorstehend genannten Zellen, 
Bakterien bzw. Viren, kdnnen diese Orgahismen bzw. Enreger klassifiziert werden. 
So kann beispielsweise eine unbekannte Probe dem Vorliegen eines bestimmten 
Zelltyps, eInes bestimmten Bakterienstamms Oder eines bestimmten Virusstamms 
zugeordnet werden. Auf diese Weise kann beispielsweise ein in einer Suspension 
Oder in einem Medium bzw. einer anderen FIQssigkeit vorliegender bestimmter 
Bakterienstamm aus einer Vielzahl von Bakterienstdmmen erkannt werden. 



Der Begriff "Organismus" umfaBt einzelne Zellen, wie prokaryotische und 
eukaryotische Zellen, sowie mehrzellige Organlsmen, insbesondere Pflanzen, 
Tiere und IVIenschen. Bevorzugte Organlsmen sind aus der Gruppe, bestehend 
aus Bos taurus, Gallus gallus, Maleagris gallopavo, Mus musculus, Ovis ammon, 
Rattus norwegicus, Sus scrofa, (allgemein: Schaf, Huhn, Schwein) und Homo 
sapiens, ausgewShlt. 

Der Ausdruck "Zustand einer biologischen FIQssigkeit" umfalit jegliche Werte von 
Parametem der jeweiligen biologischen FIQssigkeit. Diese FIQssigkeitsparameter 
kSnnen sowohl chemischer als auch physikalischer Natur, beispielsweise pH- 
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Parameter umfassen beispielsweise die Konzentration von biologischen 
Substanzen bzw. deren Vorhandensein Oder Abwesenheit, wie Proteine, 
Nukleinsauren, Fette und Zucker. Weitere chemische Parameter sind die 
Konzentration von pharmazeutisch wirksamen Substanzen in der jeweiligen 
bioigisclien FIQssigkeit. Unter einer "pharmazeutisch wirksamen Substanz" sind 
beispielsweise sdmtiiche Arzneistoffe bzw. deren phamiakologisch aktiven 
Bestandteile sowie Drogen zu verstehen. Weitere bevorzugte Parameter 
biologischer FIQssigkeiten, die mit dem erfindungsgemdflen Verfahren ermittelt 
werden kdnnen, sind die Gegenwart oder Abwesenheit von Krankheitserregem. 
Die Krankheitsen-eger kdnnen beispielsweise Eukaryoten, z.B. Pilze, oder 
Prokaryoten, z.B. Bakterien, sein. Weitere erfindungsgemali nachweisbare 
Krankheitserreger umfassen Viren sowie proteinartige Enreger, insbesondere 
Prionen. 

Das erfindungsgem3lle Verfahren kann beispielsweise zum Nachweis krankhafter 
Zustande verwendet werden, was bedeutet, dali die Probe einer KQrperflQssigkeit 
des Organlsmus dem Zustand "krank" bzw. "mit Befund" oder dem Zustand "nicht- 
krank" bzw. "ohne Befund" zugeordnet wird. Beispiele krankhafter Zustdnde, die 
mit Hilfe des erfindungsgemSfien Verfahrens nachgewiesen werden kdnnen, 
umfassen Diabetes, Arthritis, erhdhter (oder emiedrigter) Cholesterinspiegel, 
Andmien (z.B. Sichelzellanamie), Krebs, Leberkrankheiten (z.B. Hepatitis), AIDS, 
Nierenkrankheiten, Gewebsuntergang (z.B. Myokardinfarkt), neurodegenerative 
Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Qbertragbare spongiforme 
Enzephalopathien (engi, "transmissible spongiform encephalopathy", TSE) wie 
BSE, Autoimmunkrankheiten wie Multiple Sklerose (MS), Allergien, Ortikaria 
(Nesselsucht) und allergisches Asthma. Krankhafte ZustSnde kdnnen auch durch 
(verbotene) Futtennittel und/oder Futtemiittelzusatzstoffe in der Tiermast 
beispielsweise bei Schweinen und HUhnem hervorgerufen werden. 

Zur Bereltstellung der nativen Probe bzw. Proben in den vorstehend genannten 
Schritten (a) und/oder (e) wird die KdrperflUssigkeit fUr die Messung aufbereitet, 
beispielsweise von partikuldren Bestandteilen befreit. So kann beispielsweise vor 
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erfindungsgemdUe Verfahren zeichnet sich somit u.a. dadurch aus, dad die 
Messung der IR-Spektren in den vorstehend genannten Sciiritten an liomogenen 
Proben erfoigt. Das Befreien einer K6rperflOsslgi<eit von partil<uiaren 
Bestandteilen l<ann beispielsweise eine Zentrifugation und/oder sine Filtration 
bzw. Uitrafiltration durcii eine Membran mit entspreciiender Porengrdlle 
umfassen. 

Durch Z.B. Filtration (insbesondere Ultrafiltration), Zentrifugation und/oder Diaiyse 
IcOnnen beispielsweise \m Fall des Nachwelses eines Icrankhaften Zustands auf 
die Kranl^heit liin optimierte Fralctionen der K5rperflQssigkeit erhalten werden, 
welciie eine gr6litm6gllche l<ranl<heitsspezifisctie Speidraiveranderung beintialten. 
Dadurch ISiit sicli die gesamte, hochkomplexe Spektralinfonnation deutlich 
vermindern und erdffnet dadurch die Mdglichkeit, daH mit Hilfe der Datenanaiyse 
Aussagen Qber das Krankheitsbild getroffen werden kdnnen. Ein Beispiel der 
Komplexitatsvemiindemng ist die elektrochemisch Induzierte Differenzanalyse, 
wobei die Melizelle darin integrierte Eiektroden aufweist. Hierbei kSnnen mit Hilfe 
eInes angelegten Potentials bestimmte Inhaltsstoffe, insbesondere BiomolekQIe 
wie Proteine (z.B. HSm-Proteine), seiektiv In Abhangigkeit ihres 
Mittelpunktspotentials oxidiert bzw. reduziert werden. Die dadurch induzierten 
Veranderungen (z.B. elektronischer Oder struktureller Art) kOnnen als 
Erkennungsmerkmal venvendet werden. Durch VerSndem des angelegten 
Potentials kfinnen somit verschiedene Inhaltsstoffe seiektiv verSndert werden. 
Somit kann mit der elektrochemisch induzierten Differenzanalyse aufgrund der 
Selektion von nur redox-aktiven Komponenten der KSrperflQssigkeit und durch 
geeignete Auswahl des Potentialberelches eine vorteiihafte Vemiinderung der 
komplexen spektralen Infomiation erreicht werden, wobei die 
Nachweisempfindlichkeit derart gesteigert werden kann, dalJ Veranderungen 
einzelner funktioneller Gruppen in BiomoiekQIen erfaHbar sind. Beispielsweise 
kOnnen bei elektrochemisch induzierten Differenzspektren von roten 
BlutkOrperchen, HSmolysat oder einer Hamoglobinfraktion die Defekte am Protein 
wie z.B. dem genetisch bedingten Aminosaurenunterschied bei 
Sichelzellenanamie im Hamoglobin nachgewiesen werden und durch Vergleich 
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mittels einer Multiparameteranalyse als Krankheit erkannt werden. Der Nachweis 
erfolgt dabei optimiert auf das fur HSmoglobin spezifische Mittelpunktspotential. 

Die Gesamtabsorptionsspektren und die Induzierten Differenzspektren konnen 
sowohi in Erganzung als audi alleine mitteis eines 
l\/lultiparameteranalyseverfalirens zur Diagnose von Kranklieiten verwendet 
werden. 

Die vorsteliend aufgefUhrten Aufbereitungssciiritte verSndem den "nativen" 
Cliarakter der Proben jedocli nicht. Die zu messende Probe im 
erfindungsgemSden Verfaliren ist dalier dadurcli gekennzeiclinet, daB die darin 
befindliclien Bestandteile unter Bedingungen, insbesondere Jiinsiclitlicli des 
Wassergetiaits, Salzgehalts, plH-Werts usw., sowie gegebenenfalls der 
Temperatur, vorliegen, welche denjenigen der KSrperflQssigkelt im Organismus 
entspreclien, dem die Probe entnommen wurde. Dies bedeutet beispielsweise, 
dafi die BiomoiekQie (Proteine, Nukleinsduren usw.), die sich in der 
entspreciienden KdrperflQssigkeit befinden und fQr die Bestimmung des 
Zustandes wesentlich sind, niclit denaturiert vorliegen. Dies stelit z.B. im 
Gegensatz zum in EP-A-0 644 412 beschriebenen Verfahren, worin das Trocknen 
einer Fiussigprobe auf einem Trdgermaterial vor der DurciifQhrung einer IR- 
Messung erfolgt. 

In einer bevorzugten AusfOlirungsform des erfindungsgem§Ben Verfahrens erfolgt 
die i\/lessung der IR-Spektren in den vorsteiiend definierten Schritten (b) und (f) 
mit Hilfe eines Spektrometers, dali zur Fourier-Transfomnations- 
Infrarotspektroskopie (FTIR) ausgelegt ist, wodurcli eine schnelle 
Spektrenaufnahme und -Auswertung ermdglicht wird. Das FTIR-Spektrometer 
kann beispielsweise an ein IR-Mikroskop gekoppelt sein. Bel der Aufnainme der 
IR-Spektren kdnnen Transmissions- und/oder Reflektionsmessungen durchgefOhrt 
werden. 



Der Informatlonsgelialt von IR-Spektren der erfindungsgemSR analysierten 
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Messen der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) des vorstehend 
definierten Verfahrens vorzugsweise bei einer Wellenzahl von 400 bis 7.000 cm'\ 
mehr bevorzugt von 700 bis 1.9Q0 cm'\ 

Erfindungsgemaft werden die im Schritt (b) gemessenen IR-Spektren der nativen 
Proben, bei denen der Zustand der biologischen FIQssigkeit, z.B. einer 
KdrperfiUssigkeit eines Organismus, bekannt ist, im Schritt (c) einem 
l\^uitiparameteranalyseverfahren unterworfen. Hierzu werden die durch die 
l\^essung des jeweiligen IR-Spektrums gewonnenen Wert zundciist digitalisert. 
Das digitalisierte Spektrum wird dann einem Muitiparameteranalyseverfaiiren 
bereitgestelit. Erfindungsgemdf!) verwendbare iViuitiparameteranalyseverfahren 
Bind beispielsweise multivariate Datenanalyseverfahren, wie lineare 
Diskriminanzanalysen, neuronale Netze und Clusteranalysen, die als 
Softwareprogramme im Handel erhSitlich sind. 

Im Schritt (c) des erfindungsgemd&en Verfahrens wird das 
Multiparamteranalyseverfahren durch die Verarbeitung der Informationen trainiert, 
d.h, kaiibriert, die in den IR-Spektren der nativen Proben der KOrperflussigkeiten 
der Organismen, bei denen der Zustand bekannt ist, enthaiten sind.' Durch die 
Muitiparameteranalyse werden Zuordnungsparameter aus den DatensStzen der 
IR-Spektren gewonnen, welche eine zuverlSssige Klassifizierung bzw. Zuordnung 
der jeweiligen Proben zu den bekannten Zustdnden gew3hrleisten. 
ErfindungsgemdH wird zur Kalibirierung des Multiparameteranalyseverfahrens 
eine Mehrzahl, z.B. 5 bis 1000, vorzugsweise 50 bis 300, von IR-Spektren von 
Proben mit Hilfe des Muitiparameteranalyseverfahrens analysiert, bei denen 
bekannt ist, dad die zugrundeliegende KdrperflQssigkeit z.B. den Zustand A 
aulweist. Dementsprechend wird eine ebenso groile Zahl von IR-Spektren 
analysiert, bei denen die zugrundeliegende KorperflQssigkelt z.B. den Zustand B 
aulweist. Die Anzahl der zur Kalibrierung des Multiparameteranalyseverfahrens 
pro Zustand benStigten Spektren hangt insbesondere davon ab, wie stark sich die 
Spektren der verschiedenen Zustande vonelnander unterscheiden. Im 
allgemeinen ist es jedoch bevorzugt, das Multiparameterverfahren mit einer 
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die Zuordnungsfehlerquote mit der GrdUe des dem 
Multiparameteranalyseverfahren zur VerfQgung stehenden Datensatzes sinkt. Wie 
vorstehend ausgefOhrt, erfolgt die Multiparameteranalyse der IR-Spektren 
vorzugsweise mit Hilfe einer Software-gesteuerten Datenverarbeitung. Durch 
Spelchern der erhaltenen Zuordnungsparameter, vorzugsweise auf einem 
elektronischen Datentr3ger, stehen diese dann fOr einen Vergleich mit den 
entsprechenden DatensStzen eines IR-Spektrums einer Probe einer 
KOrperflQssigl<eit, deren Zustand unbel<annt ist, bereit. 

Somit wind im erfindungsgemaHen Verfaliren eine native Probe einer 
KSrperflQssigkeit mit unbekanntem Zustand gemessen, der 
Multiparameteranalyse untenvorfen und anhand eInes Vergieichs der 
Zustandsparameter des IR-Spektrums der unbekannten Probe mit den zuvor 
erhaltenen und gespeicherten Zustandsparametem der IR-Spektren der 
bekannten Proben einem Zustand, beispielsweise dem Zustand A oder dem 
Zustand B, zugeordnet. SelbstverstSndlich kdnnen durch das erfindungsgemdUe 
Verfahren durch geeignete Auswahl der Bezugszust§nde auch Eichreihen (z.B. 
Konzentratlon einer Substanz von 0 bis n Konzentrationseinheiten entsprechend 
den ZustSnden A bis Z) aufgestellt werden, wodurch beispielsweise quantitative 
Bestimmungen mOgiich sind. Daher emidglicht es das erfindungsgemSde 
Verfahren, bei geeigneter Eichung des Multiparameteranalyseverfahrens auch 
beispielsweise eine Aussage Qber den Grad oder das Stadium eines krankhaften 
Zustands zu treffen, beispielsweise wie stark ein Cholesterinspiegel vom 
Nomialwert abweicht oder in welchem Stadium sich ein Krebsleiden befindet. 

Zur DurchfUhrung des vorstehend definierten Verfahrens eignet sich 
beispielsweise eine Mel^apparatur, die ein FTIR-Spektrometer, entsprechende 
Pumpen und eine geeignete MeBzelle, die zur Aufnahme von FTIR-Spektren einer 
nativen, flQssigen Probe ausgelegt ist, umfaHt. Aufgrund der erfindungsgemdilen 
IR-Spektrenaufnahme in den nativen Proben erfolgt die Messung im vorstehend 
definierten Schritt (b) und/oder Schritt (f) mit Hilfe einer Melizelle, deren 
Schichtdicke vorzugsweise 1 bis 30 pm, mehr bevorzugt 3 bis 12 pm, am meisten 
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fQr Transmissionszellen fQr wdssrige Proben wind beispielsweise von Rahmeiow, 
K. und Huber, W. (1997) in Appl. Spectrosc. 51, 160-170, beschrieben. Die 
gerlnge Sciiiclitdicl<e ist bei der erfindungsgemailen Aufnalime der IR-Spelctren 
insbesondere desiialb erforderlicii, da bei einer optischen Weglange von melir als 
12 pm durcii das In biologisciien FIUssigl<eiten voriiegende Wasser der Berelcii 
der Totalabsorption zunimmt und der Infonnationsgeliait be! Qber 30 pm fUr das 
erfindungsgemaRe Verfaiiren nur nodi gering ist. 

Als optisches l\/laterlal sind im erfindungsgemdHen Verfahren generell alie IR- 
transparenten Materialien fUr den angegebenen Wellenzahlenberelch oder -teil- 
bereich einsetzbar, vorzugsweise Calciumfluorld (CaFa), Bariumfluorld (BaF2), 
Zlnkselenid (ZnSe), Silicium (Si), Germanium (Ge) und dUnne Polymerfolien, Die 
Materiaiien iconnen gegebenenfalls mit dQnnen, wasserunI5slichen Schiciiten 
Qberzogen sein wie z.B. Paryien, PTFE, PE. Hierdurch Icdnnen der 
DQnnscliiciitzelle besondere Eigenschaften verlielien werden. Derartige 
Materiaiien dienen beispielsweise der Vemngerung der Wecliselwiri<ung des 
Fenster- und Zellenmaterials mit blologischen Proben oder der Isolierung 
wasserioslicher Fenstermaterialien von der wasserhaltigen Probenldsung. 
Hierdurch wird eine grSISere Auswahl an optischen Materiaiien emnOgllcht, 
wodurch ein gr6llerer Spelctraibereicli zugdnglich Ist. Es kann daher z.B. auch das 
wasseridsliche Kaiiumbromid (KBr) als Fenstennateriai eingesetzt werden. 

Weiteriiln kQnnen in die Zellen Eleklroden Integriert sein, wie z.B. in Fonn von 
mikrostrukturierten Netzen, welche eine elektrochemisch induzierte 
Differenzanalyse (Differenzspektroskopie) zulassen. Derartige Melizeilen sind 
beispielsweise in Moss A.D., Nabedryk, E., Breton, J. and Mdnteie, W. (1990) Eur. 
J. Biochem. 187, 565 - 572, beschrieben. 

FQr die Mellmethoden kdnnen beispielsweise die drei folgenden 
AusfQhrungsformen nicht-zeriegbare FIQssigkeits-Dunnschichtzellen verwendet 
werden: 
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Typ 1: nicht zerlegbare mikrostrukturierte Durchflu&zeile 

Derartige Zellen sind im Handel erhdltlich und zeichnen sich durch die folgenden 
Eigenschaften aus: 

hohe Dmckbestandigkeit (z.B. 10-100 bar); vorteilhaft bel hohem 
Strdmungswiderstand beim BefQIIen von Durchfiu&zellen (besonders bei 
Schichtdicken im Bereich von 1 bis 15 |jni); 

gerlnges BefQiiungsvolumen (0,05 bis 3 daher nur sehr geringe 
Probenmengen geeignet; 

automatisierter Hochdurchsatz mOglich; Befullen und SpQlen der Zellen 
kann sehr schnell erfolgen; 

schnelle Druckrelaxation (< 10 ms); bei liohem Probendurchsatz 
erforderiich; 

derartige Zellen zeichnen sich trotz wechelnder OruckzustSnde durch eine 
gleichbleibende Schichtdicke wdhrend der Probenmessung aus; die 
Abweichung bleibt unterhalb der Nachweisgrenze von IR-Messungen und 
fQhrt deshalb nicht zu Stdrsignaien; dadurch wird die Reproduzierbarkeit 
des erfindungsgemalien Verfahrens extrem verbessert; 
Integration von mikrostrnkturierten Eiektroden mdglich. 

Durch die Integration von Eiektroden in der IR-Melizelle, z.B. mikrostrukturierter 
Eiektroden in der nicht-zerlegbaren Mikro-DurchfluKzelie kdnnen dem 
erfindungsgemdf^en Verfahren beipielsweise folgende weitere Vorteile verliehen 
werden: 

Es kann eine Komplexit3tsreduktion der Proben auf redox-aktive 
Komponenten in der KdrperflQssigkeit enreicht werden. Es \N\r6 eine 
Datenanalyse aus Gesanfitspektrum und detaillierterem (hochaufgeldstes) 
elektrochemisch induziertem Differenzspektrum mit neuen (zusdtzlichen) 
spektralen Informationen mSglich. 
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Durch die Integration der Zelle mit mil<rostrulcturierten Elelctroden l<5nnen 
abscanbare Potentialintervaiie mit den jeweils fQr ein Potentialintervall 
spezifisclien Spelctral3ndemngen ausgewertet werden. 
Es bestefit die l\/16gliclikeit der Auswertung eines auf eine spezlfisclie 
Krankheit hin optimierten Potentialbereiclis mit maximaler, 
kranklieitsspezifisclier Spektralanderung. 



Typ 2: nicht zerlegbare mikrostrukturierte Diffusionsmisclierzeile 

Derartige l\/1e(lzellen sind im Stand der Technik bekannt und sind durch die 
folgenden Eigenschaften gekennzeiclinet: 

keine Reinigung ndtig. da dieser nach dem Gebrauch weggeworfen werden 
kann (Einnfialzeile); 
gleichbleibende Schichtdicke; 

gerlnges Probenvolumen notwendig (< 1 pi, z.B. 50 - 200 nl); 

keine scinnelle Druckrelaxation und iioiie Druckbest§ndigkeit notwendig da: 
Einmal-Wegwerfeelle bzw. -array (kein zeitaufwendiges SpQIen und 
Reinigen notwendig; einfache Handliabung beim Umgang mit 
patiiogenen Biomaterial (z.B. bei in die Sicherheitsstufe S2 
eingestuften Proben); 
BefOllung iiber Kapillarkraft; 

geeignet zum "Point of Care"-Einsatz. 

Typ 3: nicht zerlegbare Kapillarkraft-Dannschichtzelle 

Eine Mel^zelle dieses Typs ist in DE 197 39 126 beschrieben und weist die 
folgenden Eigenschaften auf: 

geringes Probenvolumen (< 5 pi); 

Keine schnelie Druckrelaxation und hohe Dmckbestdndigkeit notwendig da: 
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Einmal-Wegwerfzelle; 
BefUllung Qber Kapillarkraft; 
Integration von mikrostrukturierten Eiektroden mdglich. 

Gemali einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgem§(ien Verfahrens 
erfolgen die Med- und Auswertungsschritte vollautmatisiert mit einem hohen 
Durchsatz von mehreren tausend, beispielsweise 5.000, Messungen und 
Auswertungen pro Tag und Gerat. Hierzu kann das erfindungsgemdUe Verfahren 
mit IHilfe einer Me&apparatur durchgefQIirt werden, bei der die einzelnen 
Komponenten, wie Pumpen, Probensciileifen, Steuerungsventile, l\/lisclier usw., 
far den Betrieb bei seiir kleinen Volumina und liohen Driicken ausgelegt sind, wie 
sie beispielsweise aucli in der l-iociidruckflQssigkeitschromatograpliie (HPLC) 
VenA^endung finden. Die Kontrolle dieser einzelnen Komponenten erfolgt 
vorzugsweise computengesteuert. Die Venvendung von HPLOKomponenten in 
Verbindung mit einer Mikro-Durchflu&zelle mit einer Schiclitdicke von 1 bis 15 pm 
ermfiglicht einen sehr geringen Probenbedarf von vorszugsweise < 20 Mehr 
bevorzugt sind Durchfluliysteme mit einem Probenbedarf von 1 bis 10 pi, 
insbesondere 5 pi. 

Bei der DurchfUhrung des vorstehend gekennzeichneten Verfahrens, 
insbesondere unter Venwendung von HPLC-Komponenten, entstehen in 
Abhangigkeit von der FQIIgeschwindigkelt der l\/1eBzelle hohe DrOcke von 1 bis 
100 bar. Um die Reproduzierbarkeit des erfindungsgemSISen Verfalirens und 
demit eine zuveriSssige Zuordnung des Zustands der untersuchten bioiogiscfien 
FiQssigkeit zu gewaiirieisten, weist die Melizelle bei der Spektrenaufnahme trotz 
der wecliselnden holien Dmckbelastung beim FQIIen und SpQIen der Zelle eine 
Schichtdickenabweichung von der ursprQnglichen Schichtdicke von vorzugsweise 
weniger als 1 nm auf. 

Im einzelnen wird das erfindungsgemalie Verfahren beispielsweise in einer 
vorstehend genannten Durchflufiapparatur wie folgt durchgefOhrt. Die Proben, 
Z.B. Blutserum, Blutplasma usw.. werden Qber ein Probenschleifenventii bei 
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Pufferldsung) eingespeist und in die FTIR-MeHzeile transportiert. Sobaid sicli die 
Probe in der l\^e&zelle befindet, wird der Flu& gestoppt und das FTIR-Spelctrum 
der Probe gemessen. Ansciiliellend wird die Zelle mit dem Transportmedium 
gespQIt. Durch die Verwendung von Probenschleifenventilen i<ann die 
Probenschleife nocli waiirend der IVlessung neu befOiit werden. Hierdurcli wird der 
Probendurciisatz naliezu aussschliediicii durch die Melidauer (im Fall von FTIR- 
IVIessungen in der Regel 15 bis 30 Sekunden) begrenzt, wodurcii sicli das System 
insbesondere zur Automation bei grower Probenanzahl eignet. 

Wie vorstehend ausgefUhrt, eignet sich das obige System sowohl zur manuellen, 
halbautomatisierten als auch voilautomatisierten DurchfQhrung des 
erfindungsgemaSen Verfahrens. Vorzugsweise ist das oblge MeRsystem bei 
einem automatisierten, holien Probendurchsatz computergesteuert und mit HPLC- 
kompatiblen Komponenten ausgestattet. Dabei kann die Probenaufnahme 
beispielsweise aus standardisierten Mikrotiterplatten erfolgen. Bei einer 
automatisierten Ausgestaltung des erfindungsgemSHen Verfahrens erfolgt die 
Messung der IR-Spektren vorzugsweise mittels der vorstehend aufgefDhrten nicht- 
zertegbaren, mikrostrukturierten Durchfludzelle, in die gegebenenfalls Elektroden 
zur DurchfQhrung einer elektrochemisch induzierten Differenzanalyse der 
biologischen FlQssigkeit integriert sein kbnnen. 

Ein wichtige Anwendung des erfindungsgema&en Verfahrens zur Bestimmung 
des Zustands einer KdrperflQssigkeit eines Organismus besteht in der 
Bestimmung der Konzentration bzw. Zusammensetzung beispielsweise einer 
KSrperflussigkeit, z.B. Auswirkung von Erregern, verbotene Zusatze in 
Tierfuttermittein in der Schweinezucht bzw. Rinderzucht, im Blut bzw. Blutsemm 
von Mensch, Schwein und Bos taurus (Rind). Ein spezifisches Beispiei ist hier die 
Bestimmung der Konzentration bzw. der Nachweis der Auswirkungen des 
Vorhandenseins Oder der Abwesenheit von Prionen in einer KOrperflQssigkeit, wie 
beispielsweise einer KdrperflQssigkeit, z.B. dem Blut bzw. Blutserum von Bos 
taurus (Rind). 
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Somit wird in einer AusfQhmngsform des erfindungsgem3&en Verfahren ein 
Schneiltest bereitgestellt, der nicht auf dem direkten Nachweis eines Erregers, 
einer Substanz Oder eines Wirlcstoffe basiert, sondem sicii die Erl<ennung der 
Zusammensetzung von Korperflussigkeiten (z.B. Blutbild/Blut-Zusammensetzung) 
nutzbar maclit, die z.B. durch Autoimmuneraktionen (z.B. Multiple Sklerose), 
Futterzusatzmittel, Amyloide (Altzheimer-Morbus) oder Prionen (TSE, engl. 
.transmissible spongifomi encephalopathy"), welche den Stoffwechsel des 
erkrankten TIeres/Menschen beeinflussen, verdndert 1st. ErfindungsgemdH wird 
beispielsweise ein Schneiltest auf BSE bereitgestellt, der nicht auf dem direkten 
Nachweis der BSE-Erreger basiert, sondem sich die Erkennung der 
Zusammensetzung von KorperflQssigkeiten (z.B. Blutbild) nutzbar macht, die 
durch das Vorhandensein der Prionen, welche den Stoffwechsel des erkrankten 
Tieres beeinflussen, verandert ist. 

Im Gegensatz zu den bisher an toten Tieren durchfQhrbaren Tests ist das 
erfindungsgemaUe Verfahren am lebenden Organismus durchfQhrbar und 
erfordert dariiber hinaus keine schwenwiegenden Eingriffe. Beispielsweise im 
Verglelch zu derzeit verfOgbaren BSE-Tests, fOr die etwa sechs bis acht Stunden 
pro Test veranschlagt werden mQssen, kann das erfindungsgem3&e Verfahren mit 
bis zu 5.000 Messungen pro Tag und Apparatur sehr schnell durchgefQhrt 
werden. Die Venmeidung von hohem Personal- und Kostenaulwand enndgllcht es, 
eine erhebllche Kostensenkung in Bezug auf die Einzelmessung zu erreichen. 

Das erfindungsgemaii eingesetzte Multiparameteranalyseverfahren zur 
Klassifizierung der Proben zu bekannten Zustanden und zum Verglelch der 
unbekannten Probe kann regelmdiiig verdnderten Bedlngungen angepaiit und 
bezUglich konstanter Bedlngungen optimiert werden. Falls beispielsweise neue 
Varianten eines Krankheltserregers auftauchen, die z.B. einem herkdmmlichen 
AntikSrpertest nicht zugSnglich sind (AntikSrper, die nur auf eine bestimmte 
pathogene Fonm reagieren, nicht aber auf eine verandertis pathogene Variante), 
kann das Multiparamteranalyseverfahren, z.B. ein neuronales Netz, an die 
verSnderte Bedingung angepalit werden. Dadurch werden falsch negative 
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Krankhertserregers bei hochspezifischen Antikorpertests hSufig vorkommen, da 
hierbei eine neue Isoform des Erregers oft nicht erkannt wird. Im Gegensatz dazu 
wird daher das erfindungsgemaUe Verfahren durch einen Polymorphismus eines 
Erregers nicht beeintrSchtigt. 

Des weiteren werden insbesondere bei der Verwendung von HPLC-Komponenten 
nur sehr geringe Probenmengen (< 20 |jI) bendtigt. 

Die Messung von Proben in ihrem natlven Zustand ermOglicht darQber hinaus eine 
seiir vie! zuveriSssigere Zuordnung, d.h. die Vemieidung falsch positiver und 
falsch negativer Testergebnisse, als bei Verfaliren, bei denen die IR-Messung an 
getrockneten Proben, wie beisplelswelse getrockneten Fllmen der Proben, 
durchgefOhrt wird. Dadurch ist es mdglich, insbesondere bei der Erkennung 
epidemlologiscli signlfikanter kranktiafter Zustdnde wie BSE, eine selir kleine 
Fehlenrate zu en'eiclien. 

Das erfindungsgemalie Verfaliren weist gegenQber aus dem Stand der Teciinik 
bekannten Verfahren, bei denen IR-l\/lessungen an Biofilmen durchgefOhrt werden 
insbesondere die folgenden Vorteile auf: 

Wasser spielt be! der Stabilisiemng der rdumiichen Stmktur von 
BiomolekQIen eine wesentliche Rolle. im natlven Zustand sind die Idslichen 
BiomolekOie von einer HydrathQIle umgeben, die mit den ionischen oder 
polaren funktionellen Gmppen in konformationsstabilisierender 
Wechselwirkung steht. Auch im Innem des MolekQIgeriists wirkt Wasser 
durch WasserstoffbrQckenbindungen stabilisierend und fonngebend auf die 
rSumliche Struktur des BiomolekOls. Dehydratisleruhg in Fonn von 
getrockneten Biofilmen kann hier zu entscheidenden strukturellen 
Anderungen durch intemnolekulare Wechselwlrkungen mIt den 
Nachbarmolekulen ftihren. 

Der native Zustand einer KOrperflQssigkeit und damit die native 
Konformation der gelSsten Komponenten llegt beim erflndungsgemaiien 
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Beispjelsweise kann eine Krankheit bzw. die ZustandsSnderung einer 
KdrperflQssigkeit durch die Konformationsdnderung eines Proteins 
vemrsaclit sein. Hier kann eine Untersclieidung nur durcii den Vergleich 
der nativen mit der patliogenen l<onformation einen Nachwels erbringen. In 
getrockneten Blofilmen kann durch die Deliydratisierung, die native bzw. 
pathogene Konfomnation ver^ndert oder zerst5rt werden, wodurch eine 
Untersclieidung schwieriger bzw. unmOglich wird. 
Ein Biofilm zelgt unterschledliche Dehydratislerungszustdnde in 
Abhdngigkeit von der Schichtdicke bzw. im Abstand zur Aul^enschicht. Im 
Innem des Films ist die Dehydratisierung weniger fortgeschritten als am 
Rand. Ursache hierfiir ist, dass Wasser aus dem Innem nur langsam durch 
Diffusion durch die darQberliegende Schicht nach auHen gelangen kann. 
Unterschledliche DehydratisierungszustSnde in einer Probe fQhren zu 
unterschiedlichen bzw. unterschiedlich stark ausgeprSgten intra- und 
intermolekularen Wechselwirkungen mit benachbarten Atomen oder 
fiinktionellen Gmppen, so dass es zu einem Bandenshift 
(Absorptionsmaximum wird zu einer anderen Wellenzahl verschoben) 
kommt D.h. der fOr eine funktionelle Gruppe charakteristlsche 
Absportionspeak und der Extinktionskoeffizient ist abhdngig vom 
Dehyratisierungsgrad. Unterschledliche Dehydratislerungszustande In einer 
Probe fQhren daher zu einer Linienverbreiterung durch viele leicht 
gegeneinander verschobene Peaks und damit nachteilhaften/i/eise zu einer 
geringeren Spektraiinformation. 

Ferner muss die zu klassifizierende Probenmessung den gleichen 
Dehydratlsierungszustand aufweisen wie die zum Trainieren (Kalibieren) 
der multivariaten Datenanalyse venA/endeten DatensStze, da sonst 
aufgrund des ungleichen Bandenshifts keine eindeutige Bandenzuordnung 
durchgefQhrt werden kann. 

Biofiime weisen aufgmnd des Trocknungsprozesses eine inhomogene 
Zusammensetzung auf. Dadurch ist die Reproduzierbarkeit der IVIessungen 
schlechter. 
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FQr eine gute Reproduzierbarkeit und geringe Zuordnungsfehlerquote 
mQssen bei der Prdparation von Biofiimen einheitlich zu den 
Kalibrierungsdatensdtzen folgende Parameter optimiert werden: 

Trocknungsdauer 

Trocknungsgradient 

Trocknungstemperatur 

Auftragsmenge 

Auftragsdicke 

TrSgermaterial (Benetzung) 

Filmoberfiachen (z.B. KrQmmung, Rauhigkelt usw.) (wichtig fQr 
Transmissions/Reflexlons/Streuungs-Verhaitnis) 
Art des Auftrags (beispielsweise besteht ein Unterschled, ob einmal 
dick Oder mehmnals dQnn mit Trocknungsphasen zwischen den 
dOnnen AuftrSgen aufgebracht wird). Ansonsten resultiert eine 
schlechtere Reproduzierbarkeit und eine iiOhere 
Zuordnungsfelilerquote. 
Die vorstehend genannten Probleme der l\/lessung an Biofiimen lassen sicli 
nur durch aufwendige, kostenintensive Dosier-, Temperier- und Regeiungs- 
tecliniken einigermalien kontrollieren. FQr einen breiten Einsatz oder fOr 
einen "Point of Care"-Einsatz sind die im Stand der Technik bekannten 
Verfahren daher ungeeignet. 

Zur besseren Reproduzierbarkeit sollte ebenfalls die Spektrenaufnahme 
der zu klassifizierenden Proben mit der gleicfien Messteclinik 
aufgenommen werden, wie bei den Kalibrierungsdatensatzen. Zur 
Aufnahme von getrockneten Biofiimen sind jedocli viele Tecliniken 
verbreitet, beispielsweise Transmission, Reflexion Oder diffuser Reflexion, 
deren Daten sich nicht mit ausreichender Genaugkeit vergleichen lassen. 
Eine elektrochemische Differenzanatyse ist nur sinnvoll, wenn die redox- 
aktiven Komponenten nocli ihre native Konfonnation beinhalten, die 
anhand des redox-Vorganges charakteristlsche, hochspezifische 
StrukturSnderungen durchlaufen (vgl. Moss A. D., Nabedryk, E., Breton, J. 
and M§ntele. W. (1990) Eur. J. Biochem. 187, 565-572). In Biofiimen liegen 
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die MolekQIe jedoch dehydratislert vor, weshalb hier nicht von einer 
"nativen" Probe gesprochen werden kann. 

Zur Eichung der Spektren wird den Biofilmen meist eine Eichsubstanz 
zugefUgt. Diese Eichung ist beim erfindungsgemallen Verfahren nicht 
erforderlich. 

Das erfindungsgemdUe Verfahren ist von der vorstehend erISuterten Probtematik 
der Probenaufbereitung nicht betroffen. Die Aufbereitungsschritte der meisten 
KSrperflQsslgkeiten (wenn Qberhaupt notwendig) sind standardisiert und zudem 
liegen die geldsten Substanzen der KdrperfiOssigkeit bei den jeweiligen 
Organismen in Uberwiegend ahnlicher Konzentration vor, so dass zum einen der 
native Charakter der KdrperfiOssigkeit erhalten bleibt und zum anderen ein 
direkter Vergleich der Proben mdglich ist. Gegebenfalls ist eine Nonnierung der 
Daten bezQglich der Schichtdicke der venA/endeten Messzelle auf die Schichtdicke 
der Referenzmesszelle notwendig. Daher eignet sich das erfindungsgemd&e 
Verfahren aufgmnd der IVIOglichkeit der Erstellung multivariater ParametersStze 
bezQglich einer bestimmten Krankheit (bzw. ZustandsSnderung einer biologischen 
FlUssigkeit) in Zusammenhang mit der guten Reproduzierbarkeit bezQglich der 
IVIesstechnik hervon^gend fQr einen breiten Einsatz. 

Die FIguren zeigen: 

Fig. 1 ist eine schematische Darstellung einer zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaiJen Verfahrens geeigneten Vonrichtung. 

Fig. 2 ist eine graphische Darstellung der elektrochemisch induzierten FTIR- 
Differenzspektren von nonnalem menschlichem Hemoglobin (HbA) und des 
Slchelzeilan3mie-Hdmoglobin8(Hbs). 

Fig. 3 ist eine graphische Darstellung des IR-Gesamtabsorptionsspektrums von 
menschlichem Blutsemm. Es wurde eine DQnnschicht-DurchfluRzelle 
(Schichtdicke etwa 6 \im) venwendet. 
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Fig. 4 ist eine graphische Darstellung der zweiten Ableitung von 5 IR-Spektren 
des Blutserums eines menschlichen Patienten. 

Fig. 5 (A) ist eine graphisclie Darstellung der zweiten Ableitung von IR-Spektren 
des Blutserums von 5 verschiedenen menschlichen Patienten und (B) zeigt 
die im Wellenzahlbreich von 1 .680 bis 1 .800 cm'^ Qbereinander gelegten 
Spektren von (A). 

Fig. 6(A) zeigt Absorptlonsspektren von Liquor-Proben von Patienten mit und 
ohne Multiple Skierose und (B) zeigt die zweite Ableitung dieser 
Absorptlonsspektren . 

Das erfindungsgemgfie Verfahren kann beispielsweise mit Hilfe der in der Fig. 1 
gezeigten Vomchtung wie folgt durchgefOhrt werden: 

Die Proben konnen manuell (halbautomatisierte Aniage) oder Qber Mikro- 

titerplatten (1 ) (vollautomatisierte Aniage) vorgelegt werden. 

Die Proben werden in ein Injektionsventil (2) aus der Vorlage 

aufgenommen. 

Die Proben aus den Mikrotiterplatten (1) werden sequentiell Qber eine 
Pumpe (3) aufgenommen. 

Die Probenaufgabe in die Durchflussmesszelle (4) erfolgt durch das 
Injektionsventil (2). 

Die Probe wird dabei Qber das Schalten des injektionsventils (2) in ein 
Transportmedium (5) (z.B. Wasser oder eine wSsserige Pufferldsung) 
eingespeist und in die Durchflussmesszelle (4) transportiert. 
Das Transportmedium (5) wird durch eine weitere Pumpe (6) angetrieben 
(vorzugsweise eine HPLC-Pumpe). 

Befindet sich die Probe in der Messzelle (4) wird der Fluss des 
Transportmediums (5) durch ein Steuerungsventil (7) beispielsweise in ein 
Abfallgefafl (8) umgeleitet und so der Fluss durch die Messzelle (4) 
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Die Messzelle (4) ist in einem IR-Spelctrometer (oder IR-Mii<rosl<op) 
integriert, mit dessen Hilfe ein oder melirere IR-Spelctren aufgenommen 
werden kdnnen. W3hrend der [\^essung findet l<ein Fluss durch die 
Messzelle (4) statt. 

Von einer IR-Liclitquelle (9) wind Liclit durch die Probe zur Aufnahme von 
IR-Spektren geleitet und mit einem Detektor (10) genommen. 
Gegebenenfalis wird eine Reduktion oder Oxidation der Probe 
vongenommen. FQr verschiedene angelegte Potentialzustdnde wird Jewells 
mindestens ein IR-Spektrum aufgenommen. 

Ansclilieliend wird die Probe durch emeutes Schalten des 
Steuemngsventlls (7) mit Transportmedium (5) vollstandig aus der Zelle (4) 
in ein Abfaiigefali (8) gespUlt. 

Gegebenenfalis kann die Zelle (4), die Probenschlelfe und die 
probendurchstr6mten Zuleltungen mit einer Reinigungsldsung (11), 
beispielsweise SDS/6 M Guanidiniumhydrochlorid, gereinigt werden. 
Die Aufgabe der ReinigungslSsung (11) erfolgt vorzugsweise Qber ein 
zweites Injektionsventil (12) zwischen dem Steuerungsventil (7) und dem 
ersten Injektionsventil (2) Ober eine weitere Pumpe (13). 
In der Regel wird nach dem SpQIen (Zelle (4) ist vollstSndig mit 
Transportmedium (5) gefQIlt) ein Referenzspektrum Im gestoppten Zustand 
aufgenommen. Dabei dient das Transportmedium (5) als konstant 
bleibende Referenz. 

Gegebenenfalis kann das Injektionsventil (2) vor, wShrend und/oder nach 
der Probenmessung geschaltet und die Probenschlelfe neu befOllt werden. 
Vorzugsweise wird das Injektionsventil (2) vor der Messung geschaltet und 
neu befOllt. Dadurch wird der Probendurchsatz nahezu ausschliefilich durch 
die Messdauer (in der Regel 15-30 Sekunden) begrenzt und das System 
eignet sich somit zur Automation bei groller Probenanzahl. 
Die Auswertung der erhaltenen IR-Spektren erfolgt mittels multivariater 
Datenanalyse. 

Es erfolgt schlieBlich die Zuordnung der Probe zu einer Gmppe der 
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Vorzugsweise ist die Aniage aus HPLC-Komponenten aufgebaut. 

Nachstehend wird die vorliegende Erfindung weiter anhand der folgenden nicht- 
einschrSnkenden Beispiele ndher erldutert. 

BEISPIELE 

Elektrochemlsch Induzierte Differenzanalyse von Hemoglobin 

Es wurden LSsungen von normalem, menschlichem HSmoglobin (HbA) und 
Sichelzellanamie-Hamoglobin (Hbs) hergestellt. Davon wurden mittels eines FTIR- 
Spektrometers in einer DQnnscliichtzelle elektrochemisch induzierte 
Differenzspektren ernnittelt. Die Differenzspektren sind in der Fig. 2 gezeigt. Beide 
Spektren zeigen in bestimnrrten Absorptionsbereichen eine gute Obereinstimmung, 
in anderen jedocli ist ein deutiicher, fOr Siciieizeiian3mie-i-iamoglobin 
charakteristisclier Unterschied erkennbar. Somit steilt das erfindungsgemSlie 
Verfafiren eine sciinell und universell einsetzbare Naciiweismetiiode, z.B. fOr 
diagnostische Zwecke im klinischen Bereicli, bereit, da die elektrocliemisch 
induzierte Differenzanalyse auf alle redox-aktiven Substanzen in bioiogischen 
FIQssigkeiten anwendbar ist. 

FTIR-Messung von menschlichen Blutseren 

Es wurde mitteis einer DQnnschicht-Durchifludzelle (Schichtdicke 6 pm) ein 
Gesamtabsorptionsspektrum aufgenommen (Fig. 3). 

Die Reproduzierbarkeit von IR-Spektren (zweite Abieitung) wurde anhand von 
menschlichem Blutserum mit Hilfe derseiben l\/lellvonichtung untersucht. Hierzu 
wurden 6 Proben des gleichen Patlenten In die MeUapparatur eingespritzt und 
gemessen. Die Spektren der Fig. 4 zeigen eine hervon^gende 
Reproduzierbarkeit, die von Messungen an Biofilmen nicht en-eicht wird. 
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Die Fig. 5A zeigt IR-Spektren (zweite Ableitung) von 5 verschiedenen 
menschlichem Blutseren, welche ebenfalls mit der obigen DQnnschicht- 
DurchfluBzelle aufgenommen wurden. Es zeigt sicli, dafi die Spelctren der Proben 
untersciiiedliciier Patienten in bestimmten Bereichen deutiiclie Unterscliiede 
aulweisen. Dies wird beispielsweise im Bereicii von 1.680 bis 1.800 cm'^ 
besonders deutlicli. wenn die Spelctren Qbereinander gelegt werden (Fig. 58). 

FTIR'Messungen von menschlichen Liquor- und Serumproben von Patienten 
mit liAuItiple-Slderose 

Aus einer umfangreicfien Human-Datenbanic wurden sowohl Liquor als auch 
Serum von l\4ultipler Sklerose erkranlcten Patienten mittels der oben 
beschriebenen Methode gemessen. Die gefroren arcliivierten Proben -frisclie 
Proben l<5nnen ebenfalls eingesetzt werden- wurden Im aufgetauten, flQsslgen 
Zustand in einer Aniage mit einer DQnnschiclitzelle vemiessen. Im einfachsten 
Fall kOnnen diese Proben direkt venwendet werden. Eine Optimierung kann durch 
eine geeignete Vorbehandlung der Proben enreicht werden. FQr die anschlieflende 
Datenauswertung mittels chemometrischer Verfahren kOnnen entweder direkt die 
aufgenommenen Absorptionsspektren Oder aber aucli deren zweite Ableitung 
eingesetzt werden. FQr die Auswertung der Spektren kann es sinnvoll sein, den 
Spektralbereich der Messungen auf 700 cm'^ bzw. 3000 cm'^ zu vergrOliern, da 
hierdurch der Informationsgehalt erhoht wird. 

Die FIguren 6 (A) und (B) zeigen am Beispiei von Liquor jeweils Messungen von 
Patienten mit und ohne Multiple Sklerose. 
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I 

AnsprQche 

1. Verfahren zur Bestimmung des Zustands einer biologischen FIQssigkeit, 
umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer IVIelirzalil nativer Proben der biologischen 
FlUssiglceit, bei denen jeweils der Zustand der biologischen 
FIQssiglceit belcannt ist, 

(b) Messen der IR-Spelctren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem Multiparameter- 
analyseverfahren und AuswShlen von Zuordnungsparametern, die 
eine zuveiiSssige Zuordnung der Proben zu den bekannten 
Zustdnden gew3hrielsten, 

(d) Speichem der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter, 

(e) Bereitstellen einer nativen Probe einer biologischen FIQssigkeit, 
deren Zustand unbekannt ist, 

(f) Messen mindestens eines IR-Spektrums der nativen Probe von 
Schritt (e), 

(g) UntenA^erfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multiparameter- 
analyse und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des^ IR-Spektrums der 
unbekannten Probe mit den im Schritt (d) gespeicherten 
Zustandsparametem der IR-Spektren der bekannten Proben, 

wobei das Messen der IR-Spektren in den Schritten (b) und (f) mit Hilfe 
einer MeHzelle durchgefOhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 
30 pm aufweist. 

2. Verfahren zur Herstellung einer Sammlung von Zustdnden biologischer 
FIQssigkeiten, umfassen die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Mehrzahl nativer Proben biologischer 
FIQssigkeiten, bei denen jeweils die Zustdnde der biologischen 
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(b) Messen der IR-Spektren der nativen Proben von Schritt (a), 

(c) Unterwerfen der IR-Spektren von Schritt (b) einem 
Multiparameteranalyseverfahren und Ausw3hlen von 
Zuordnungsparametern, die eine zuverlSssige Zuordnung der 
Proben zu den bekannten ZustSnden gewShrleisten, und 

(d) Speichem der im Schritt (c) erhaltenen Zuordnungsparameter 
wobei das Messen der IR-Spektren In Schritt (b) mit Hllfe einer MeHzeile 
durchgefOhrt wird, die eine Schichtdicke von nicht mehr als 30 pm aufweist. 

3. Verfahren zur Bestlmmung des Zustands einer biologischen FlOssigkeit, 
umfassend die Schritte 

(e) Bereitstellen einer nativen Probe einer biologischen FIQsslgkelt, 
deren Zustand unbekannt 1st, 

(f) Messen eines IR-Spektmms der nativen Probe einer biologischen 
FIQssigkeit, 

(g) Untenwerfen des IR-Spektrums von Schritt (f) einer Multiparameter- 
analyse und 

(h) Vergleichen der Zustandsparameter des IR-Spektmms der 
unbekannten Probe mit Zustandsparametem der IR-Spektren von 
bekannten Proben, 

wobei das Messen des IR-Spektrums In Schritt (f) mit Hllfe einer Me&zelle 
durchgefOhrt wIrd. die eine Schichtdicke von nIcht mehr als 30 qm autwelst. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, wobei das Bereitstellen der 
nativen Probe(n) im Schritt (a) und/oder Schritt (e) das Homogenlsleren der 
biologischen FIQssigkeit und/oder das Befreien der biologischen FIQssigkeit 
von partikul3ren Bestandteilen umfallt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das Messen 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) bei einer Wellenzahl von 
400 bis 7.000 cm*^ durchgefOhrt wird. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die Messung 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) mlt Hilfe eines FTIR- 
Spektrometers und/oder FTIR-Mikroskops erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Messung 
der IR-Spektren im Schritt (b) und/oder Schritt (f) mit Hilfe einer MeSzelle 
mit einer Schichtdicke von 3 bis 12 pm durchgefQhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die MeBzelle bei einer Oruckbelastung 
von 1 bis 100 bar eine Schichtdickenabweichung von der ursprQngllchen 
Schichtdicke von weniger als 1 nm aufweist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergenden Ansprtiche, wobei das 
Multiparameteranalyseverfahren eine Diskriminanzanalyse. ein neuronales 
Netz Oder eine Ciusteranalyse ist 

10. Veri'ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die l\/leR.zeIle 
darin integrierte Elektroden zur Reduktion und/oder Oxidation von 
BiomolekOlen der Probe autweist. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergenden AnsprQche, wobei die biologische 
FIQssigkeit eine KdrperflQssigkeit eines Organismus Ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergenden Anspruche, wobei die 
K6rperflussigkeit aus der Guppe, bestehend aus Blut, Blutplasma, 
Blutserum, Hamolysat, Liquor. Urin, Spelchel, Spemia, LymphflQssigkeit, 
SynovialflQssigkeit, Fruchtwasser, TranenflQssigkeit, ZystenflUssigkeit, 
SchweilidrQsensekret und GallenflQssigkeit ausgewdhit ist. 

13. Verfahren nach Anspmch 11 oder 12, wobei der Organismus aus der 
Gmppe, bestehend aus Bos taurus, Gallus gallus, Maleagris gallopavo, 
Mus musculus, Ovis ammon, Rattus norwegicus, Sus scrofa und Homo 
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14. Verfahren nach einem der AnsprUche 11 bis 13, wobei die Probe mit 
unbekanntem Zustand einem kranl<haften oder nicht-kranl(haften Zustand 
und/oder einem Stadium oder Grad des Icranl^haften Zustands zugeordnet 
wird. 

15. Verfahren nacli Anspruch 14, wobei der i<ranl<hafte Zustand aus der 
Gmppe, besteliend aus Diabetes, Arthritis, erhdhtem Cholesterinspiegel, 
AnSmien, Gewebsuntergang, Krebs, Leberl(ranl<heiten, Nierenlcranlcheiten 
IVIyol<ardinfarlct. AIDS, Allergien, Ortil^aria, ailergisches Asthma, 
Autoimmunl<rani<heiten, neurodegenerativen Erl<ranliungen und TSE, 
ausgewShtt ist. , 

16. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der kranldiafte Zustand durch 
Futtemriittel und/oder FuttermitteizusiatzstofFe in der Tiennast verursacht 
wird. 

17. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 16, wobei die Probe mit 
unbekanntem Zustand dem Vorilegen eines bestimmten Zelityps, eines 
bestimmten Bakterienstamms oder eines bestimmten Vimsstamms 
zugeordnet wird. 
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Anmeldedatum verdffentlicht worden Ist 

"L" Ver6ffentllchung.dlegeelgnetlst,elnen Prioritatsanspnichzweifeihaner- 
schelnen zu lassen, oder durch die das VerOffenllfchurigsdafcirn einer 
anderen Im Recherchenberfchtgenannten VerSffentlichungbelegt warden 
soil oderdle aus etnem anderen besonderen Gmnd angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" VerSffentllchung, die slch auf etne mOndllche Offenbaaing, 

eine Benutzung, elne Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 
"P" Verflffentllchung, die vordem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



T* Spatere VerOffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oderdem Priorltatsdatum verOffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nIcht kollidlert. sondem nur zum VerstSndnis des der 
Erfindung zugmndeliegenden Prinzips oder der Ihr zugnindeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann allein auigrund dieser VerOffentltehung nicht als neu oder auf 
erfinderischerT&tigkeitbenihend betrachtetwerden 

T* Ver6ffentlichung von t>esonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nIcht als auf erfinderischer Tatig^eit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerSffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veraffentlichungen dieser Kategoriein Verblndung gebrachtwird und 
diese Verblndung fOr einen Fachmann naheltegend Ist 

Ver&ffentllchung, die Mitglied derselbert Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

9. Dezember 2002 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

1 1 11- m 


Name und Postanschrift der Intemationalen RecherchenbehGrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 PatenHaan 2 
NL-2280 HVRljswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevolknachtigler Bediensteter 

Navas Montero, E 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intel nales Aktenzeichen 

P( :P 02/00589 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* I Bezeichnung der Vereffentllchung, soweil erforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspnich Nr. 



MOSS D ET AL: "REDOX- LINKED 
CONFORMATIONAL CHANGES IN PROTEINS 
DETECTED BY A COMBINATION OF INFRARED 
SPECTROSCOPY AND PROTEIN ELECTROCHEMISTRY 
EVALUATION OF THE TECHNIQUE WITH 
CYTOCHROME C" 

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, BERLIN. 
DE, 

Bd. 187. 1990. Seiten 565-572. XP001040731 

ISSN: 0014-2956 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 565. rechte Spalte, Zeile 21 - Zeile 

22 

Seite 565, rechte Spalte. Zeile 29 -Seite 

566. linke Spalte, Zeile 5 

Seite 566. linke Spalte, Zeile 32 - Zeile 

36 

Seite 569; Abbildung 7 

EP 0 644 412 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
22. Marz 1995 (1995-03-22) 
in der Anmeldung erwahnt 
Spalte 6, Zeile 55 - Zeile 58 

DE 197 39 126 C (KARLSRUHE FORSCHZENT) 
29. April 1999 (1999-04-29) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VerOffenllichung^. die zur seiben PatentfamfDe gehOren 



Inte 3sAktenzeichen 

PCT/EP 02/00589 



Im Recherchenbericht 

angefflhrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdffentlichung 



Mltg!fed(er) der 
Patenttamille 



Datum der 
VerOftontllchung 



US 5473160 



05-12-1995 KEINE 



EP 0644412 



22-03-1995 



DE 19739126 



29-04-1999 



DE 


4331596 Al 


23- 


■03- 


■1995 


DE 


4415253 Al 


02- 


-11- 


■1995 


EP 


0644412 A2 


22- 


-03- 


■1995 


EP 


0644413 A2 


22- 


-03- 


■1995 


JP 


2989496 B2 


13- 


-12- 


■1999 


JP 


7167779 A 


04- 


-07- 


■1995 


JP 


3017920 B2 


13- 


-03- 


■2000 


JP 


7167782 A 


04- 


■07- 


■1995 


US 


5605838 A 


25- 


■02- 


■1997 


US 


5734587 A 


31- 


■03- 


-1998 


US 


5869001 A 


09- 


-02- 


■1999 


DE 


19739126 CI 


29- 


-04- 


■1999 


DE 


29815132 Ul 


28- 


-01- 


■1999 



